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RESUMEN

La periodontitis es una infeccion causada por diferentes microorganismos, entre los que se
encuentra Staphylococcus aureus. La periodontitis genera con el tiempo la pérdida progresiva
del hueso alveolar alrededor de los dientes, lo que conduce al aflojamiento y a la subsecuente
pérdida de los dientes. El propésito de este trabajo fue determinar la frecuencia de los genes
de toxinas sea, seb, sec, sed, see, seg, seh, sei, sej (staphylococcal enterotoxins); tst (toxic
shock s yndrome toxin 1) ; eta, etb (exfoliative toxins A yB ), asicomo de los genes chp
(chemotaxis i nhibitory pr otein); v8 ( serine pr otease); arcA ( arginine dei minase) e icaA
(intercelular-adhesion cluster) en un grupo de cepas de S. aureus aisladas de pacientes con
periodontitis. Se a nalizaron 268 cepas de S. aureus obtenidas de p acientes con i nfeccion
periodontal de la Clinica de Endoperiodontologia de la FES-Iztacala, UNAM. Las cepas de S.
aureus fueron identificadas por las pruebas bioquimicas de la fermentacion en manitol y la
técnica de | a coagulasa en pl aca; y por P CR ( Reaccion e n Cadena d el a P olimerasa)
mediante la amplificacion de los genes cromosdmicos rRNA, spa, nuc y coa. Losgenesde
toxinas fueron identificados por PCR multiplex, y mecA vy los otros marcadores de v irulencia
por PCR convencional. Se identificaron 18.7% (n=50) cepas de S.aureus. Los genes mecAy
v8 se identificaron en el 100% de las cepas; icaA en el 98% (n=49); seguido de seg en 92%
(n=46), arcA 72% (n=36), sei en 60% (n=30), chp en el 60% (n=30), see en 28% (n=14), eta
en 20% (n=10), sea en 10% (n=>5). Finalmente tst y sed en 4% (n=2) cada uno. Los genes
seb, sec, seh, sej y etb no fueron detectados en las cepas de S. aureus. Una frecuencia alta
de las cepas mostré resistencia a los antibiéticos probados, en su mayoria a los B-lactamicos.
Los r esultados de mostraron | a asociacion de genotipos de v irulencia i nvolucrados en | a
adhesion celular, produccion de toxinas e inhibicion de la respuesta inmune en las cepas de
S. aureus (mecA+) provenientes de infecciones periodontales, sugiriendo la capacidad de las

cepas para provocar infecciones mas graves en los pacientes estudiados.

Palabras c lave: Staphylococcus aureus, spa, enfermedad p eriodontal, toxinas, ot ros

factores de virulencia.
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1. INTRODUCCION

1.1 Caracteristicas de Staphylococcus aureus

S. aureus esun abac teria p erteneciente al a familia Microccocaceae del g énero
Staphylococcus, dicho término fue introducido por Ogston para hacer referencia a los cocos
responsables d e | ai nflamaciény la supuracion (Ogston, 188 1). S. aureus es un coco
Grampositivo que crece en forma de racimos de uv as, tiene un diametrode 0.1-1 um, es
anaerobio facultativo, es inmovil, no forma esporas, crece bien en un rango de pH de 4.8 a
9.4 y a temperaturas entre 25°C y 43°C. Es resistente a la de secacion, capaz de c recer en
medios con elevada concentracion de sal como el agar S-110. Sus colonias midende 1a 3
mm, s on | isas, el evadas, brillantes, tienen un a pigmentacion amarilla-dorada debidoal a
presencia d e c arotenoides, sinem bargo se pr esentanf recuentemente variantes no

pigmentadas en muchas cepas (Velazquez, 2005).

S. aureus puede identificarse en el laboratorio empleando la tincién de Gram; por diversas
pruebas bioquimicas como: la técnica de la coagulasa en placa y la fermentacion del manitol;
y por pruebas moleculares como la técnica de la PCR (Reaccién en Cadena de la Polimerasa)
mediante la deteccion de diversos marcadores cromosomicos como son los genes 23S rRNA,
spa (regiéon X), coa y nuc (Nashev et al., 2004; Cervantes et al., 2014).

1.2 Factores de virulencia y patogenicidad

S. aureus se ai sla frecuentemente de pe rsonas enl| ac omunidad y de infecciones
nosocomiales. Se estimaqueentre20% y5 0% del a pobl acibn m undial es p ortadora
asintomatica de S. aureus en las fosas nasales y 30% de forma permanente en la piel y el
tracto gastrointestinal (Cervantes et al., 2014); sin embargo, esta bacteria es oportunista y
cuando | as d efensas del hos pedero s e ven c omprometidas, causa una amplia ga ma de
enfermedades, que van desde procesos b anales (infecciones | eves y abs cesos en |a piel)
hasta infecciones graves en piel y en tejidos blandos que comprometen la vida del paciente,
tales como: sindromes y enfermedades crénicas, teniendo acceso a otras partes del cuerpo a

través de heridas, lo que le permite acceder al tejido y provocar lesiones locales. En casos
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mas extremos puede distribuirse en el cuerpo por medio del torrente sanguineo (Velazquez,
2005; Alvarez & Ponce, 2012).

Durante v arias déc adas, el analisis moleculary genéticode S. aureus hareveladola
presencia de adhesinas de s uperficie que median | a adherenciay la colonizacidén de |as
células blanco, la secrecién de enzimas y toxinas (Cuadro 1), responsables de la invasién y de

ser la causa de enfermedades distantes del foco inicial (Cervantes et al., 2014).

Cuadro 1. Factores de virulencia de Staphylococcus aureus (Modificado de Bustos et al., 2006).

Estructurales Enzimas Toxinas Otros factores
- MSCRAMMs - Coagulasa - Toxinas exfoliativas Ay B - Via de la arginina
- Acido lipoteicoico = - Catalasa deiminasa
- Peptidoglucano - Estafiloquinasa - Toxina del Sindrome de
- Acido teicoico - Hialuronidasa shock toxico - Serin proteasa V8
- Proteina A - Lipasa
- Cépsula - Fosfolipasa C - Enterotoxinas (A-E y G-J) - Proteina inhibidora

- Nucleasas de la quimiotaxis

- Hemolisinas a, B3,y y 6

- Leucocidina de PV

Estructuralmente S. aureus posee proteinas d e s uperficie, de nominadas «moléculas
adhesivas de m atriz que reconocen componentes de s uperficie microbiana» (MSCRAMMs,
por sus siglas en inglés), las cuales estan unidas de forma covalente al peptidoglicano de la
pared celular de la bacteria (Perkins et al., 2001; Castanon, 2012). Estas proteinas reconocen
receptores en m oléculas de ¢ olageno, fibronectina, fibrinbgenoy s ialoproteina 6s ea,
mediando la a dherencia a | os t ejidos del hospedero conlo que s e inicia la c olonizacion;
ademas, estas bacterias secretan enzimas que conducen al establecimiento de una infeccién
al degradar los t ejidos | ocales del hués ped par a c onvertirlos en sus nutrientes; también
pueden causar dafos celulares por medio de toxinas (Mazmanian et al., 2001; O 'Neill et al.,
2008).
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En S. aureus, | apa redc elular le confiere tolerancia os médtica yt iene i mportantes
propiedades bi olégicas c omo actividad end otdxica, des encadenal a produccién de
interleucina-1 p or los monocitos, estimula la quimiotaxis y la agregacion d e | os | eucocitos,
activa el ¢ omplemento ei nducel a pr oduccién de anticuerpos ops onizantes, ad emas
representa la mitad del peso seco de la bacteria. La pared celular esta compuesta por acido
lipoteicoico y pe ptidoglucano. El acido lipoteicoico juega un papel en | a adherencia ya que
esta unido a la membrana plasmatica, esta involucrado en la inflamacion y en la liberacion de
citocinas por | os m acrofagos y ot ras m oléculas del s istemai nmune; mientras q ue el
peptidoglucano esta compuesto por cadenas de acido N-acetiimuramico, N-acetilglucosamina
y de subunidades de disacaridos; la parte covalente del peptidoglucano se une a las proteinas

con funcién de adhesinas (Cervantes et al., 2014).

Por otro lado estan los acidos teicoicos o p olisacaridos A, representan mas del 50% del
peso s eco p urificado de | as par edes d e | os es tafilococos. L os ac idos t eicoicos estan
constituidos por pol imeros de ribitol f osfato ent recruzados con N-acetilglucosamina, s on
especificos d e es pecie, pueden estar unidos covalentemente al peptidoglicano de la pared
celular y ligados a los lipidos de la membrana citoplasmatica. Los acidos teicoicos juegan un
papel fisiolégico importante en el metabolismo de la pared celular. Su funciéon es mediar la
union de los estafilococos a las superficies de las mucosas mediante uniones especificas a la
fibronectina. Tienen ademas la capacidad de inducir la produccién de anticuerpos (Cervantes
et al., 2014).

Ademas la pared celular de S. aureus posee una proteina caracteristica [lamada Proteina
A codificada por el gen spa. La funcidn mas importante de esta proteina es llevar a cabo el
reconocimiento y la union dela fraccion F c de | as i nmunoglobulinas G para di sminuir | a
opsonizacién, ac tivando el ¢ omplemento dando | ugar ar eacciones d e hi persensibilidad
inmediatay t ardia, p orl ot anto, | imita el pr oceso d e fagocitosis. Existen reportes q ue
demuestran que la Proteina A es capaz de uni rse al factor Von W illebrand, una proteina
presente en el sitio de dafio a endotelios y por tal motivo puede tener un papel importante en

la adherencia y en la induccién de enfermedad endovascular (Hartleib et al., 2000).

Algunas cepas de S. aureus cuentan con un factor importante para la patogenicidad, es la

capa p olisacarida extracelular denominada slime o c apsula mucoide, compuestade un
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polimero de N-acetil glucosamina (PNAG), también referido como Polisacarido de Adhesion
Intercelular (PIA, por sus siglas en i nglés), para formar biopeliculas. Dicha red extracelular
ayuda a la comunidad bacteriana a adherirse a diferentes superficies, a colonizar y prolongar
la i nfeccidon e n ¢ atéteres, pr 6tesis y s ondas, a demas de proteger al as bac terias del a
fagocitosis, asi como de los antibidticos. El responsable de codificar dicha maquinaria para la
sintesis del polimero es el o peron ica; sin e mbargo, no t odas | as ¢ epas pos een d icho
elemento g enético. Es por este hecho que el PIA se considera el responsable de m uchas
infecciones recurrentes y resistentes a la respuesta inmune del hospedero (Watts et al., 2005;
O’Gara, 2007).

Las e nzimas s ecretadas por S. aureus principalmente tienen |a funcién de convertir os

tejidos locales del hospedero en nutrientes requeridos para el crecimiento de la bacteria.

La c oagulasa codificada, por el gen coa, se presenta en dos formas: como f actor de
agregacion o ¢ oagulasa ligada (clumping factor) que es capaz de c onvertir directamente el
fibrindgeno en fibrina produciendo la coagulacion del plasma, lo que facilita el desarrollo de
sepsis y abscesos, esta no requiere la intervencion de factores plasmaticos; por otro lado esta
la coagulasa libre que reacciona con el factor reactivo de la coagulasa (CRF), presente en el
plasma, dando lugar a un complejo analogo a | a trombina que reacciona con el fibrinbgeno
formando el coagulo de fibrina. Existe una fuerte correlacién entre la produccion de coagulasa
y la virulencia de la cepa. Su importancia en la patogenia radica en la formacion de una capa
de fibrina alrededor del absceso estafilococico localizando la infeccion y con ello se evita la
fagocitosis de la bacteria (Cervantes et al., 2014).

La catalasa degrada el perdxido de hidrégeno dando proteccion al microorganismo contra
la f agocitosis, por lo que inactiva al gunos s istemas de i ngestionde | osP MN. La
estafiloquinasa degrada laf ibrinay c ontribuye al ai nvasibndet ejidosv ecinos. La
hialuronidasa hidroliza el acido hialurénico de la matriz intracelular de m ucopolisacaridos de
los tejidos y por tanto contribuye a la diseminacion a tejidos adyacentes. La lipasa ayuda al
microorganismo a di seminarse p or | os t ejidos cutaneos y s ubcutaneos, | as c epas q ue
producen esta enzima causan forunculosis cronica. La fosfolipasa C esta asociada con cepas
recuperadas d e pac ientes c on di strés respiratorio del a dultoy c oagulacién i ntravascular

diseminada (eventos que ocurren durante la sepsis). Aparentemente los tejidos afectados por
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esta enzima se vuelven mas susceptibles al dafo y destruccion por componentes bioactivos
del complemento y sus productos durante su activacion. Ademas la mayoria de las cepas de
S. aureus sintetizan otras enzimas como nucleasas que colaboran en el proceso infeccioso y

en la produccion de lesiones (Cervantes et al., 2014).

Algunas cepas de S. aureus son capaces de sintetizar proteinas extracelulares adicionales
que actuan en z onas distantes d el f oco i nfeccioso. Las h emolisinas tienen c apacidad
hemolitica y c itolitica. A ctuan sobre det erminadas c élulas d el hués ped, c omo | eucocitos,
plaquetas, macréfagos y fibroblastos, forman poros B-barril en las membranas citoplasmicas,
provocando la liberacién del contenido de la célula y su muerte. S. aureus secreta diversas

toxinas formadoras de poros, entre las que se encuentran:

» a-hemolisina esta codificada por el gen hla y es la mas estudiada; una vez liberada
al medio se asocia con su célula blanco, es particularmente citotoxica para una gran
variedad de células e ucariotas como monocitos, eritrocitos, | infocitos, plaquetas y
células endoteliales, en particular células del sistema inmune y es considerada por
ello como un importante factor de virulencia (Castafion, 2012). Al parecer, interviene
en el desarrollo de edema pulmonar y dafio tisular como consecuencia del cambio
de permeabilidad inducido en las células endoteliales con los consiguientes cambios
en el balance ionico. E sta toxina es dermonecrdtica y neurotoxica (Schmitt et al.,
1999).

» PB-hemolisina tiene actividad de fosfolipasa C, es especifica para la esfingomielina y
la lisofosfatidilcolina, su funciéon no se conoce muy bien; sin embargo, se cree que le

da selectividad a la bacteria.

» y-hemolisina afecta neutrofilos, macrofagos y eritrocitos. Se cree que tiene efecto en

la induccion de la inflamacion.

» 0O-hemolisina afecta a neutréfilos, macréfagos y a una g ran variedad de er itrocitos
de m amiferos, | isa er itrocitosy m embranas c elulares de es feroplastosy
protoplastos, es dermonecrética. No se sabe si induce la liberacion de m ediadores
de la inflamacion; sin embargo, el 97% de las cepas de S. aureus produce esta
hemolisina. Se ha propuesto q ue es ta hem olisinaac tia como detergente

disgregando | as m embranas c elulares porque t iene ac tividad d ermonecrética y
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puede ser |letal en a nimales de laboratorio a c oncentraciones elevadas (Dinges et
al., 2000).

» Laleucocidina de P anton-Valentine (PVL) se clasifica como una citolisina de dos
componentes, las proteinas LukF-PV y LukS-PV que se liberan como mondémeros y
se i nsertan e nl a membrana pl asmatica del hos pedero, lo q ue c onduce al a
formacion de un poro. La pr esencia de e ste por o tiene c omo ¢ onsecuencia | a
liberacion de iones y finalmente la muerte de la célula. PVL tiene una alta actividad
contra leucocitos y se encuentra comunmente asociada con S. aureus resistentes a
meticilina adquiridos de la comunidad ( CA-MRSA), es responsable de neumonia
necrosante e infecciones de la piel. Esta leucocidina esta codificada por un fago (f-
SLT) que puede transferir la toxina PVL a otras cepas. Ademas esta presente en un
5% de los aislamientos clinicos de S. aureus. Las cepas de S. aureus que producen
PVL se asocian con forunculitis, neumonia hemorragica severa o ambas en adultos
jévenes y nifios, asi como con infecciones de | a piel relacionada con cepas CA-
MRSA (Cervantes et al., 2014).

Otros tipos, son las toxinas exfoliativas o epidermoliticas (ET) se han identificado en los
serotipos Ay B , estan codificadas por | 0os g enes eta y etb. A mbas pueden pr oducir el
sindrome de la piel escaldada. La toxina exfoliativa A es termoestable, esta codificada por un
fago, mientras que la toxina B es termolabil y esta codificada por plasmidos. Ambas actuan
destruyendo | os des mosomas del estrato granuloso de | a e pidermis, sin producir citdlisis o
inflamacion; tienen actividad de serin proteasa, lo que desencadena la exfoliacion (Cervantes
et al., 2014).

La toxina del sindrome del choque toxico (TSST-1 por sus siglas en i nglés) o también
denominada enterotoxina F y las enterotoxinas estafilocécicas (SE) son el paradigma de una
gran f amilia de ex otoxinas pi régenas llamadas s uperantigenos. Los s uperantigenos s on
proteinas cuya funcion primaria se e nfoca en debilitar el sistema inmune del hospedero a
través de s u habilidad para estimular lo suficiente la proliferacion de linfocitos T sin tener en
cuenta la especificidad del antigeno de estas células, para que el patdbgeno pueda propagarse
y conducir a la progresion de |a enfermedad. Ademas no activan el sistema inmune a través

de un contacto normal entre las células presentadoras del antigeno y los linfocitos.
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Latoxina TSST-1, codificada por el gen tst, s e considera una proteinat ermoestable
sintetizada p or genes cromosomicos. Actua c omo s uperantigeno e i nduce | a liberacion de
citocinas por macréfagos y linfocitos T. A bajas concentraciones produce la extravasacion de
las células endoteliales, y a al tas concentraciones tiene un e fecto citotoxico (Dinges et al.,
2000).

Los s intomas t ipicos de | s indrome del s hock t 6xico s on fiebre al ta, d olor de ¢ abeza,
vomito, di arrea, m ialgias y s arpullido eritematoso. O tros s intomas i ncluyen meningitis,
faringitis, ¢ onjuntivitis, v aginitis, edem a, ar tralgia, i rritabilidad, fatiga y dol or abdom inal. E n
adultos pue de producir s indrome de di ficultad respiratoria, c oagulacion intravascular y falla
renal. E | s indrome d el s hock t 6xico pu ede s er menstrual ( por ¢ oincidir c on el periodo
menstrual), y esta asociado con el uso de tampones, o bien puede ser no menstrual en cuyo
caso se pue den pr oducir abscesos, bursitis, i nfecciones p osparto, pr ocedimientos post-
quirurgicos e infecciones vaginales (Bustos et al., 2006).

En el siglo XXI, las enfermedades transmitidas por alimentos (ETA) siguen constituyendo
uno de los principales problemas para la salud publica. S. aureus es el agente etiolégico mas
frecuente ent re las i ntoxicaciones d e or igen a limentario. Su pr esencia e n al imentos
procesados se debe a |la contaminacion introducida por los manipuladores, por inadecuadas
practicas de manufactura o por la utilizacion de m ateria prima contaminada (Manfredi et al.,
2010).

Se han d escrito diferentes enterotoxinas e stafilocécicas (SEA-SEE y SEG-J), que son
producidas por el 30 a 50% de las cepas de S. aureus, son codificadas por los genes sea-see
y seg-sej; siendo la toxina A la mas frecuente. Son termoestables y resistentes a las enzimas
digestivas del h ospedero, ad emas de s err esponsables de i ntoxicacionesy c uadros de
enterocolitis. Poseen caracteristicas inmunomoduladoras propias de |os superantigenos que
estimulan | a pr oliferacion d e ¢ élulas T n o es pecificas; | as S E's ¢ omparten r elaciones
filogenéticas cercanas, teniendo similares estructuras y actividades (Balaban & Rasooly, 2000;
Bustos et al., 2006).

Los s intomas que presenta u na per sona que ha s ido afectada por un a | ntoxicaciéon
Alimentaria E stafilocécica (IAE) son muy particulares, lo q ue q ue | as diferencia de ot ras

infecciones alimentarias. Tales manifestaciones clinicas incluyen nauseas, dolor abd ominal,
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emesis, diarrea y postracion; enlos casos mas graves s e pue de presentar c efalea. C abe
destacar que la intensidad de los sintomas depende de la cantidad de alimento contaminado
ingerido, de | a concentracion de latoxinay de |l a s usceptibilidad i ndividual, | a c ual es ta

mediada por la edad y por el estado inmunolégico de la persona (Zendejas et al., 2014).

Ademas algunas cepas de S. aureus también poseen otros factores de virulencia; la via de
arginina deiminasa codificada por el gen arcA, con esta via la bacteria convierte la L-arginina
a CO2, ATP y amonio, lo cual es de gran importancia para sobrevivir a un pH bajo e inhibir la
respuesta i nmune c ontra i nfecciones b acterianas (Moncada & Higgs, 1993 ; Degnan et al.,
2000; Pi et al., 2009). La serin proteasa V 8 c odificada por el gen v8, separa uniones de
fibronectina y por lo tanto desempena un papel importante en |a regulacion post traduccional
de | a ac tividad de e xoproteinas de S. aureus, ad emas de modificar | as pr oteinas del
hospedero en beneficio de la bacteria (McGavin et al., 1997; Reed et al., 2001; Calander et
al., 2007). Por ultimo la proteina inhibidora de la quimiotaxis codificada por el gen chp actua
como un inhibidor p otente y es pecifico de la quimiotaxis de neutréfilos y m onocitos h acia
anafilotoxina C5a (Agarwal, 1967; De Hass et al., 2004; Postma et al., 2004).

Dentro de las en fermedades as ociadas a S. aureus estan la intoxicacion al imentaria
(siendo los alimentos mas frecuentemente contaminados el huevo, la leche, la carne de pollo,
el jamoén, el chorizo), la foliculitis, forunculos, infeccidn de herida, bacteremia, infecciones del
sistema n ervioso c entral, os teomielitis, i nfecciones del t racto r espiratorio, i nfecciones del
tracto ur inario, s indrome de s hock t éxico, s indrome de | a p iel es caldada, s epticemia,
endocarditis, neumonia, meningitis, empiema y periodontitis. (Murray et al., 2009; Zendejas et
al., 2014).
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1.3 Enfermedad periodontal
En la cavidad oral S. aureus se encuentra asociado con lesiones dentoalveolares agudas,
quistes en | a m andibula i nfectada, abs cesos endo donticos, pa rotiditis s upurativa ag uda,
lesiones en la mucosa oral y estomatitis inducida por protesis (Rams et al., 1990).

Un gran numero de infecciones en el humano son causadas por biopeliculas incluyendo la
caries dental y la enfermedad periodontal. Estas enfermedades a diferencia de infecciones en
donde se conoce el agente causal especifico, son de transcurso cronico y persistente, o que
hace di ficil s u er radicacion. La e nfermedad p eriodontal es de gr ani ncidenciaen elser
humano y se caracteriza por un proceso inflamatorio que resulta en la pérdida del soporte del
diente. Todo comienza con la formacion de una p elicula de or igen glandular (saliva, moco)
que recubre las mucosas, las superficies dentales y epiteliales de la encia; luego llegan los
primeros colonizadores que ofrecen medios para la retencion de otros microorganismos dando
origen a u na comunidad c elular diversa. C on el crecimiento de | a biopelicula aumenta |l a
liberacion de productos microbianos, como el lipopolisacarido, factor de virulencia responsable
de desencadenar una respuesta inflamatoria e i nmune de tipo local que puede llegara s er
sistémica, oc asionando pr ocesos i nflamatorios en | ugares diferentes (Betancourth et al.,
2004).

La periodontitis es una enfermedad con un ocurrencia entre 5y 20 % (en incremento) en
poblaciones de paises desarrollados (Smith et al., 2001). A pesar de que las enfermedades
periodontales s on i nfecciones | ocalizadas en| a c avidad buc al, | ai nter-relacién ent re
periodontitis y enfermedades sistémicas podria explicarse por la invasion del tejido periodontal
por bacterias y otros microorganismos, que tendrian acceso directo a la circulacion sanguinea,

originandose de este modo una bacteriemia (Rivieri et al., 1991).
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1.4 Mecanismo de resistencia a la meticilina de S. aureus
S. aureus es un patdégeno que ha a dquirido m ecanismos d e resistencia atravésdel a
transferencia genética horizontal (transformacion y transduccion), para evadir la accion de los
antibidticos administrados para erradicar las infecciones. El cuadro 2 muestra la funcion de
algunos de los antibidticos y los mecanismos de r esistencia a el los, r esponsables de que
cada vez sea mucho mas dificil el tratamiento y la curacion de las enfermedades ocasionadas

por esta bacteria (Zendejas et al., 2014).

En la actualidad existen cepas de S. aureus conocidas como MRSA (methicillin resistant
Staphylococcus aureus). El gen responsable de | a resistencia a la meticilina es mecA que
codifica una proteina de unién a la penicilina (PBP), Ilamada PBP2a, |a cual presenta baja
afinidad por la meticilina y por todos los antibiéticos 3-lactamicos que se han desarrollado (por
ejemplo, la oxacilina). La proteina PBP2a continua sintetizando pe ptidoglicano para la pared
celular aun cuando las P BP normales estén inhibidas por |os antibidticos (Hiramatsu et al.,
2001).

El gen mecA se encuentra localizado e n un elemento g enético mévil g rande, c onocido
como c asete c romosomal es tafilococico mec ("staphylococcal ¢ assette c hromosome mec”,
SCCmec), dicho gen no es endogeno de esta bacteria y se inserta en un sitio especifico del
cromosoma bac teriano, c erca del or igen de r eplicacion. E sta ¢ aracteristica es de g ran
relevancia por que | e per mite r eplicarse en format empranay t ranscribir| os g enes de
resistencia importados (Jiménez & Correa, 2009). Ademas del gen mecA, SCCmec contiene
genes reguladores y secuencias de insercion que flanquean a mecA. Adicional a ello, contiene
el complejo genético denominado ccr que codifica para las recombinasas ccrA, ccrBy ccrC,

que permiten la movilidad del SCCmec entre las cepas estafilocécicas (Zendejas et al., 2014).
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Cuadro 2. Mecanismos de resistencia a distintos antibiéticos en cepas de S. aureus.

B-lactamicos

Penicilinas
Cefalosporinas
Carbapanemes
Monobactamicos

Sulbactam y acido clavulanico

Polimixinas

Polimixina B

Colistina

Aminoglucésidos

Estreptomicina
Gentamicina
Neomicinaa

Kanamicina

Tetraciclinas

Cloranfenicol

Macrdélidos

Eritromicina
Lincomicina

Clindamicina

Quinolonas

Acido nalidixico
Pefloxacina

Norfloxacin

Rifampicina

Sulfonamidas y Trimetroprim

Inhibicion de la sintesis de la

pared celular

Alteracion de la membrana

celular

Inhibicién de la sintesis de

proteinas

Inhibicion de la sintesis de
proteinas
Inhibicién de la sintesis de

proteinas

Inhibicién de la sintesis de

proteinas

Inhibicion de la sintesis de

acidos nucleicos

Inhibicién de la sintesis de
acidos nucleicos
Inhibicion de la sintesis de

acido folico

1. Produccion de B-lactamasas
2. Mutacioén de PBPs

3. Baja penetracion

1. Baja penetracion

1. Mutacién del sitio de unién en
el ribosoma

2. Baja penetracion

3. Modificacion enzimatica

(acetilacion, fosforilacion)

1. Destoxificacion enzimatica

2. Baja penetracion

1. Modificaciéon enzimatica
(Cloranfenicol acetil transferasa)
1. Mutacién del sitio de union en

el ribosoma

1. Mutacién de la subunidad alfa
de la DNA girasa

2. Disminucién de la captacion

1. Mutacién de la RNA
polimerasa
1. Sintesis por via alterna no

sensible al farmaco
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2. ANTECEDENTES

e Nashevy colaboradores (2004) identificaron en 44 cepas de S. aureus aisladas de
narinas anteriores de pacientes infectados y de portadores nasales sanos los genes

sea-sej y tsst-1 que codifican para algunas toxinas.

e Soutoy colaboradores (2006) determinaron la prevalencia de bacterias patégenas
“no orales” en biofilm subgingivial de pacientes con periodontitis crénica y personas
sanas. Predominaron 5 especies de bacterias patégenas “no orales” entre ellas S.

aureus.

e Campbell et al., (2008) estudiaron 90 cepas de S. aureus de origen clinico aisladas
de tratamientos de complicaciones en la piel e infecciones estructuradas en piel. Los
genes q ue codifican para toxinas de tectados con mayor frecuencia e n | as c epas

fueron sea, sed, see, segq, sej, pvl, tst, eta y etb.

e Paniagua et al., (2014) emplearon un m odelo de infeccion in vitro de epi telio
reconstituido humano para establecer en 21 cepas de MRSA, aisladas de pacientes
con hemodialisis, |a expresion de 16 g enes que codifican para toxinas. Los genes
frecuentemente expresados en las cepas durante la infeccidn fueron: seg, seh, sei,

eta, etb, y hla.

e Kimy Lee (2015) realizaron un estudio en cepas bacterianas de S. aureus aisladas
de m uestras de salivade 112 pac ientes diagnosticados c on p eriodontitis;
determinaron la susceptibilidad a los antibiéticos y detectaron genes de toxinas en
ellas. La mayoria de | as c epas fueron resistentes a a mpicilina y los g enes q ue
codifican para toxinas con mayor frecuencia fueron: sea, seb, sei, seq y hla, hlb y
hid.
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3. JUSTIFICACION

En la actualidad los sitios anatdmicos mas estudiados en infecciones ocasionadas por S.
aureus sonlamucosanas aly |apiel Debido aque existen poc os trabajos s obre | as
infecciones periodontales por S. aureus (Smith et al., 2001), el presente estudio contribuira a
determinar la frecuencia de los genes de virulencia y la susceptibilidad a los antibiéticos en un

grupo de cepas de S. aureus aisladas pacientes con periodontitis.
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4. OBJETIVOS

4.1

*

General

Establecer la frecuencia de los genes que codifican para toxinas y otros marcadores

de virulencia en cepas de S. aureus aisladas de pacientes con periodontitis.

4.2 Particulares

*

*

Establecer la frecuencia de S. aureus en las infecciones periodontales.

Determinar | a s usceptibilidad a | os antibidticos en | as cepas de S. aureus por el

meétodo de Kirby-Bauer.

Identificar el gen que codifica la resistencia a la meticilina mecA en las cepas de S.

aureus.

Establecer | a frecuencia de | os g enes de enterotoxinas ( sea-see y seg-sei), de
toxinas ex foliativas (eta y etb), del sindrome del choque téxico (tst),de adhesidon
(ica), y de otros factores de virulencia como son: proteina de la quimiotaxis (chp),
via de ar ginina dei minasa (arcA) y s erina proteasa V8 (v8) enlascepasde S.

aureus.

Identificar | os diferentes patrones de asociacion de los genes de virulencia en las

cepas de S. aureus.
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5. METODOLOGIA

5.1 Toma de muestras
Para el desarrollo de este estudio se seleccion6é un grupo de pacientes de la Clinicade
Endoperiodontologiac ons ignosy s intomasdei nfeccién periodontal ( inflamacion,
enrojecimiento, supuracion y dolor). Por medio de hisopos estériles se tomé una muestra de la
zona infectada (Fotografia 1) y se depositdé en el medio liquido de cultivo BHI (brain heart
infusion), las muestras se trasladaron al Laboratorio de Analisis Clinicos de la CUSI-Iztacala

para incubarlas a 37°C por 24 horas.

Fotografia 1. Toma de muestra a pacientes diagnosticados con infeccion periodontal.
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5.2 Identificaciéon de S. aureus por pruebas bioquimicas
Las m uestras previamente incubadas en B HI se s embraron por el m étodo de es tria
cruzada en los medios s 6lidos de  Agar s angre, S-110 (Staphylococcus Agar N o. 110),
Sabouraudy E MB (Eosina azul de metileno) yseincubaron a 37°C por24 horas. La
identificacion de S. aureus se realizé por morfologia colonial y microscoépica (tincion de Gram)
(Fotografia 2), y por las pruebas bioquimicas de la fermentacion de manitol y la técnica de la
coagulasa en placa (Fotografia 3).

Fotografia 2. Crecimiento colonial en agar S-110 y observacién al microscopio éptico
(100x).

Fotografia 3. Pruebas de |la coagulasaen placay
fermentaciéon en manitol.
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5.3 Pruebas moleculares

5.3.1 Extraccion de DNA
EI DNA fue extraido por el método de ebullicion, de |a siguiente manera: se tomé una
asada de cada cepa y se colocd en tubos con tapon de rosca (16 x 150 mm) estériles con 2
mL de agua desionizada estéril. Se suspendieron las bacterias por agitacion en Vortexy los
tubos se colocaron en bafio Maria (100°C) durante 20 min, posteriormente se incubaron en

hielo (0°C) por 20 minutos.

Con la ayuda de micropipetas y puntas estériles nuevas se tomé 1.7 mL de cada muestra y
se depositdé en un tubo eppendorf nuevo y estéril. Las muestras se centrifugaron a 14 000 rpm
durante 10 m inutos (Fotografia 4) . E | s obrenadante, q ue c ontenia el D NA bac teriano s e
separd con una micropipeta de 1000 uL y se depositd en otro tubo eppendorf nuevo y estéril,

el cual se etiquetd y almacend a -20°C para su utilizacion en la PCR (Paniagua et al., 2015).

Fotografia 4. Método para la extraccion de DNA por ebullicion.

5.3.2 Identificaciéon de S. aureus por PCR
La identificacion de S. aureus ser ealizé por P CR ¢ onvencional amplificando los
marcadores cr omosémicos spa (region X ), 23S rRNA, coa y nuc. Losprimersy las
condiciones de la PCR fueron los descritos por Nashev y colaboradores en 2004 (Cuadro 3)
(Fotografia 5y 6). Para lo cual se utilizé el equipo comercial Kapa Taq Ready Mix™ (Kapa
Biosystems™) (1.5 mmol de MgClz, 0.5 U de AmpliTaq polimerase y 100 mmol de dNTPs). El
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volumen final de cada mezcla de reaccion fue de 20 uL; 1 yuL de cada oligonucleétido (Sigma-
Genosys) (Cuadro 1), 10 uL de Kapa Taq, 3 uL de ADN molde, y5 pL de agua libre de
nucleasas. La cepa control positiva fue S. aureus ATCC 33592 mecA+y la cepa control
negativa S. epidermidis ATCC 12228 ica-.

Fotografia 5. Preparacién de la mezcla de reaccion para PCR.

Fotografia 6. Termocicladores empleados para PCR convencional y multiplex.
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Las condiciones para la amplificacién de cada gen fueron:

Gen spa (regidon X ): des naturalizacion i niciala 95°C por3 minutos, 30 ciclos
(desnaturalizacion a 94°C por 1 minuto, alineacion a 60°C por 1 minuto y extension a 72°C por
1 minuto). Finalmente una extensién a 72°C por 3 minutos y un enfriamientoa 4°C por 2

minutos.

Gen 23S rRNA: desnaturalizacion inicial a 95°C por 3 minutos, 37 ciclos (desnaturalizacion
94°C por 40 segundos, alineacion a 64°C por 1 minuto y extension a 72°C por 1.15 minutos).

Con una extension final de 72°C por 3 minutos y un enfriamiento a 4°C por 2 minutos.

Gen coa: des naturalizacion iniciala 95°C por 3 minutos, 30 ciclos (desnaturalizacion a
94°C por 1 m inuto, al ineacion a 58° Cpor 1 m inutoy extensiona 72° C por 1 m inuto).

Finalmente una extensién a 72°C por 3 minutos y un enfriamiento a 4°C por 2 minutos.

Gen nuc: des naturalizacion iniciala 95°C por 3 minutos, 37 ciclos (desnaturalizacion a
94°C por 1 minuto, alineacién a 55°C por 30 segundos y extension a72°C por 30 segundos).

Finalmente una extension final a 72°C por 3 minutos y un enfriamiento a 4°C por 2 minutos.

Cuadro 3. Oligonucledétidos utilizados para la identificacion de S. aureus.

23S rRNA Forward ACG GAG TTA CAA AGG ACG AC 1250
Reverse AGC TCA GCC TTA ACG AGT AC

spa (region X) Forward CAA GCA CCA AAA GAG GAA Tamafio polimorfico
Reverse CAC CAG GTT TAA CGA CAT

nuc Forward GCG ATT GAT GGT GAT ACG GTT Tamanfo polimérfico
Reverse ACG CAA GCCTTG ACG AACTAA AGC

coa Forward ATA GAG ATG CTG GTACAG G 279
Reverse GCT TCC GAT TGT TCG ATG C

5.3.3 Identificacidon de genes de toxinas de S. aureus por PCR
La deteccidon de los genes de toxinas sea, seb, sec, sed, see, seh, sej, eta, etb y tst se
realizé por medio de P CR convencional, por otro lado | os genes de t oxinas seg y sei se
amplificaron por P CR multiplex; conforme a lo descrito por Campbell y colaboradores en el
2008 (Cuadro 4). Como controles positivos se utilizaron cepas de S. aureus portadoras de los

distintos genes de toxinas facilitadas por el cepario del Laboratorio Clinico y como control



Pagina |26

negativo lacepa de S. epidermidis ATCC 12228 ica-. Paral o cual s e utilizé el equi po
comercial Kapa Taq R eady M ix™ (Kapa B iosystems™) (1.5 mmolde M gCl2, 0.5 U de
AmpliTaq polimerase y 100 mmol de dN TPs). El volumen final de la mezcla de r eaccion de
PCR convencional fue de 20 uL; 1 pL de cada oligonucledtido (Sigma-Genosys) (Cuadro 4),
10 yL de Kapa Taq, 3 yL de ADN molde, y 5 plLde agua libre de nucleasas. Para la PCR
multiplex el volumen final fue de 20 pL; 1 uL de c ada ol igonucleétido ( Sigma-Genosys)
(Cuadro 4), 10 yL de Kapa Taq, 3 yL de ADN molde y 3 uL de agua libre de nucleasas. Las
condiciones para la amplificacion de PCR convencional y multiplex fueron: desnaturalizacion
inicial a 95°C por 15 minutos, 32 ciclos (desnaturalizaciéon a 95°C por 1 minuto, alineacion a
60°C por 1.3 minutos y extension a 72°C por 1 minuto). Por ultimo una extension a 72°C por

10 minutos y un enfriamiento a 4°C.

Cuadro 4. Oligonucledétidos utilizados para la deteccion de toxinas de S. aureus.

sea Forward TTG CAG GGA ACA GCT TTAGGC AATC 252
Reverse TGG TGT ACCACCCGCACATTGA

seb Forward GAC ATG ATG CCT GCA CCA GGA GA 355
Reverse AAC AAA TCG TTA AAA ACG GCG ACA CAG

sec Forward CCC TAC GCC AGA TGA GTT GCA CA 602
Reverse CGC CTG GTG CAGGCATCATATC

sed Forward GAA AGT GAG CAA GTT GGA TAG ATT GCG GCT AG 830
Reverse CCG CGCTGTATT TTT CCT CCG AGA G

see Forward TGC CCT AAC GTT GAC AACAAG TCCA 532
Reverse TCC GTG TAA ATA ATG CCT TGC CTG AA

seg Forward TGC TCA ACC CGA TCC TAA ATT AGA CGA 117
Reverse CCT CTT CCT TCA ACA GGT GGA GACG

seh Forward CAT TCA CAT CAT ATG CGA AAG CAG AAG 358
Reverse GCA CCAATCACCCTTTCCTGT GC

sei Forward TGG AGG GGC CACTTT ATCAGG A 220
Reverse TCCATATTCTTT GCCTTT ACCAGTG

sej Forward CTC CCT GAC GTT AAC ACT ACT AAT AAC CC 432
Reverse TAT GGT GGA GTA ACA CTG CAT CAA AA

eta Forward CGCTGC GGA CATTCCTACATG G 676
Reverse TACATG CCCGCCACTTGCTTIGT

etb Forward GAA GCA GCC AAA AACCCATCG AA 419
Reverse TGT TGT CCG CCT TTACCACTGTGA A

tst Forward AGC CCT GCT TTT ACA AAA GGG GAA AA 306

Reverse CCAATAACCACCCGTTTITATCGCTTG
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5.3.4 Identificaciéon de otros factores de virulencia de S. aureus por
PCR

Para la deteccién de los genes de los otros factores de virulencia, chp, v8 y arcA, se
realiz6 P CR convencional conforme a | o descrito por Campbell y colaboradores en el 2008
(Cuadrob). Se utilizé el equipo comercial Kapa Tag Ready Mix™ (Kapa Biosystems™) (1.5
mmol de MgCl2, 0.5 U de AmpliTaq polimerase y 100 mmol de dNTPs). El volumen final para
cada mezclader eaccionfuede 20 uyL ;1 pL de c ada ol igonucleétido ( Sigma-Genosys)
(Cuadro 5), 10 yL de Kapa Taq, 3 uyL de ADN molde, y 5 yL de agua libre de nucleasas.

Las condiciones para | a amplificacion de los genes chp y v8 fueron: des naturalizacién
inicial a 95°C por 15 minutos, 32 ciclos (desnaturalizaciéon a 95°C por 1 minuto, alineacion a
60°C por 1.3 minutos y extension a 72°C por 1 minuto). Finalmente una extensién a 72°C por
10 minutos y un enfriamiento a 4°C. Mientras que las condiciones para el gen arcA fueron:
desnaturalizacion i nicial a 95°C por 5 minutos, 35 ciclos (desnaturalizacion a 9 5°C por 1
minuto, alineacién a 6 0°C por 1 minuto y extensién a 72°C por 1 minuto). Finalmente una
extension a 7 2°C por 10 m inutos y un enfriamientoa 4°C. Como c ontroles positivos s e
utilizaron cepas de S. aureus portadoras de los distintos genes de toxinas facilitadas por el
cepario del Laboratorio Clinico y como control negativo la cepa de S. epidermidis ATCC 12228
ica-.

Cuadro 5. Oligonucleétidos utilizados para la deteccion de otros genes que codifican factores de

virulencia en S. aureus.

chp Forward AAC GGC AGG AAT CAG TACACA CCATC 479
Reverse GGC AAG TTA TGA AAT GTC TGC CAA ACC

v8 Forward CAA CGA ATG GTC ATT ATG CAC CCG TA 529
Reverse TTT GGT ACA CCG CCCCAATGA A

arcA Forward CAC GTA ACT TGC TAG AAC GAG 724

Reverse GAG CCA GAA GTA CGC GAG
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5.3.5 Identificaciéon del gen de adhesina icaA de S. aureus por PCR

La deteccion del gen de adhesina icaA se realizé conforme a lo descrito por Campbell y
colaboradores en el 2008 (Cuadro 6). Para lo cual se utilizé el equipo comercial Kapa Taq
Ready Mix™ (Kapa Biosystems™) (1.5 mmol de MgCl2, 0.5 U de AmpliTaq polimerase y 100
mmol de dN TPs). El volumen final para la mezcla de r eaccion fue de 20 y L; 1 uL de cada
oligonucledtido (Sigma-Genosys) (Cuadro 6), 10 uL de Kapa Tag, 3 uL de ADN molde, y 5
WL de agua libre de nucleasas. Las condiciones para la amplificacion fueron: desnaturalizacion
inicial a 95°C por 15 minutos, 32 ciclos (desnaturalizaciéon a 95°C por 1 minuto, alineacion a
60°C por 1.3 minutos y extension a 72°C por 1 minuto). Finalmente una extensién a 72°C por
10 minutos y un enfriamiento a 4°C. EI control positivo fue la cepa S. aureus ATCC 33592

mecA+ y el control negativo S. epidermidis ATCC 12228 ica-.

Cuadro 6. Oligonucledétidos utilizados para la deteccion del gen /caA en cepas de S. aureus.

Gen Oligonucledtido Secuencia del primer (5’-3’) Tamafio del amplicon (pb)
icaA Forward TCA GAC ACT TGC TGG CGCAGTC 936
Reverse TCACGATTCTCT CCCTCTCTGCCATT

5.3.6 Deteccion del gen mecA en S. aureus

La deteccion del gen que confiere resistencia a la meticilina en S. aureus (mecA) se realizo
por PCR convencional de acuerdo a lo descrito por Martin y colaboradores en el 2004 (Cuadro
7). Paralo cual se utilizé el equipo comercial Kapa Taq Ready Mix™ (Kapa Biosystems™)
(1.5 mmol de MgClz, 0.5 U de AmpliTaq polimerase y 100 mmol de dNTPs). El volumen final
para la mezcla de reaccion fue de 20 pL; 1 pyL de cada oligonucledtido ( Sigma-Genosys)
(Cuadro 7), 10 yL de Kapa Taq, 3 uL de ADN molde, y 5 yL de agua libre de nucleasas. Las
condiciones para la am plificacion f ueron: desnaturalizacion i nicial a 94° C por 5 m inutos,
seguido de 10 ciclos (desnaturalizacién a 94°C por 30 segundos, alineaciéon a 66°C por 45
segundos y extension a 72°C por 1 minuto); posteriormente 5 ciclos (desnaturalizacion a 94°C
por 45 segundos, alineacion a 64°C por 45 segundos y extension a 72°C por 1 minuto) y 25
ciclos ( desnaturalizacién a 94° C por 4 5 s egundos, alineacion a 50°C p or 45 s egundos y
extension a 72° C por 1 m inuto). F inalmente una extensién a 7 2°C por 10 minutos y un
enfriamiento a 4°C. La cepa control positivo fue S. aureus ATCC 33592 mecA+y lacepa

control negativo fue S. aureus ATCC 25923 mecA-.
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Cuadro 7. Oligonucledtidos utilizados para la deteccion del gen mecA en cepas de S. aureus.

mecA Forward GTA GAA ATG ACT GAA CGT CCGATAA 310
Reverse CCAATT CCACATTGTTTCGGT CTAA

5.4 Analisis de los amplicones por electroforesis en geles de
agarosa

Los amplicones obtenidos de cada reaccion de PCR fueron analizados por electroforesis
en geles de agarosa al 2%. Para cada 100 mL de agarosa se agregaron 0.3 pL de solucion de
Midori Green (BIORAD) para la visualizacion del DNA. Las condiciones de corrimiento fueron:
120 volts, 94 miliamperes por un tiempo de 35 minutos. Los tamafos de los amplicones fueron
comparados con un marcador de 100 pb. Los geles s e obs ervaron bajoluz UV y fueron
fotografiados con el sistema de foto documentacion GEL LOGIC 100 (KODAK) (Fotografia 7).

Fotografia 7. Analisis de amplicones en geles de agarosa y fotodocumentacion.
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5.5 Susceptibilidad a los antibiéticos por el método de Kirby Bauer

Para probar la susceptibilidad y/o resistencia a los antibiéticos en cada una las cepas de
S. aureus se utilizé la técnica de Kirby-Bauer. Para lo cual se tomaron por medio de un hisopo
estéril 5 colonias de cada cepa crecidaen MH (Mu eller Hin ton) y s e inocularon sobre | a
totalidad de | a s uperficie del agar MH. Por ul timo s e tomé u n s ensidisco con | os doce
antimicrobianos (BIO-RAD) con una pinza estéril y se colocé sobre el agar MH (Fotografia 8).
Asi el antimicrobiano s e di fundié formando un g radiente de c oncentracion, q ue i nhibié o
permitid el crecimiento de |a bacteria en un tiempo de 24 horas a 37°C. De esta manera las
cepas se clasificaron como susceptibles (S) o r esistentes (R) de pendiendo del diametro del
halo de inhibicion (el cual se midié con un vernier), conforme alas recomendaciones del

fabricante respecto a los puntos de corte.

Fotografia 8. Sensidisco con 12 antimicrobianos.
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6. RESULTADOS

6.1 Pacientes estudiados
Se analizé unt otal d e 26 8 pacientes con i nfecciones periodontales, di chos p acientes
presentaban gingivitis (n=15), periodontitis crénica moderada (n= 162) y periodontitis crénica
grave (n=91). EI 58 % (n=155) de los pacientes correspondio al sexo femenino, mientras que

el 42% (n=113) al sexo masculino (Figura 1).

PORCENTAIJE DE PACIENTES POR SEXO

B Mujeres M Hombres

Figura 1. Distribucién de los pacientes por género.
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El grupo de edad con mayor frecuencia fue 51-60 con un 22.4% (n=60), seguido por 41-50
con un 22% (n=59), 61-70 con 18.3% (n=49) y 21-30 con 14.6% (n=39). Finalmente los grupos
con menor frecuencia fueron: 31-40 con 9.7% (n= 26), 71-80 con 8.6% (n= 23), 11-20 con 3%
(n=8) y 81-90 con 1.5% (n=4).

EDAD DE LOS PACIENTES

25

20

15

10

5 I I

o | I =

11-20 21-30 31-40 41-50 51-60 61-70 71-80 81-90

%

Afios

Figura 2. Distribucidn de los pacientes por edad.



Pagina |33

6.2 Identificacién bacteriana
A partirde los 268 cultivos microbiolégicos realizados a | os pacientes con enfermedad
periodontal s e aislaron 354 cepas, identificando a dos g éneros y tres especies. El género
aislado con m as frecuencia fue Staphylococcus spp. con 45.2% (n=160), seguido por el
hongo Candida albicans con2 2.6% (n=80), Escherichia coli con 14.4% (n=51),
Staphylococcus aureus 14.1% (n=50) y Klebsiella spp. con 3.7% (n=13) (Figura 3).

50.0
45.0
40.0
35.0
30.0

25.0

%

20.0

15.0

10.0

5.0

0.0
S. aureus Staphylococcus spp  Escherichia coli Klebsiella spp Candida albicans

Organismos

Figura 3. Frecuencia de los diferentes microorganismos identificados en los pacientes.
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6.3 Identificacién de S. aureus
De |l 0s 268 p acientes es tudiados, el 1 8.7% ( n=50) f ue p ortadorde S. aureus. La
identificacion de S. aureus fue confirmada por PCR mediante amplificacion de los genotipos
spa (region X) (Fotografia 9), 23S rRNA (Fotografia 10), coa (Fotografia 11) y nuc (Fotografia
12).

300 ph  —

Fotografia 9. Deteccion por PCR convencional del gen spa en S. aureus. Carriles 1-4 y 6, spa (amplicén de
200y 300 pb) en cepasde S. aureus aisladas de pacientes con infeccion periodontal; Carril 5,
MWM (100pb); Carril 7, control negativo (S. epidermidis 12228 ica-); Carril 8, control positivo
(S. aureus ATCC 33592 mecA+).

1250 pb

Fotografia 10. Deteccién por PCR convencional del gen 23S rRNA en S. aureus. Carriles 1-4 y 6, 235 rRNA
(ampliconde 1250 pb) en cepas de S. aureus aisladas de pacientes con infeccidn
periodontal; Carril 5, MWM (100ph); Carril 7, control negativo (S. epidermidis 12228 ica-);
Carril 8, control positivo (S. gureus ATCC 33592 mecA+).
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6.4 Identificacion de genes que codifican toxinas y otros factores de
virulencia en las cepas de S. aureus

En el cuadro 8 se observa | a frecuencia de los distintos m arcadores de v irulencia
identificados en las cepas. Las enterotoxinas presentaron los siguientes valores: sea con 10%
(n=5), sed con 4% (n=2), see con 28% (n=14), seg con 92% (n=46), sei con 60% (n=30),

mientras que seb, sec, seh, sej no se detectaron en | as cepas analizadas. La frecuencia de



Pagina |36

toxinas exfoliativas fue: eta con 20% (n=10) y etb no se encontrd presente. La toxina del shock
toxico tst estuvo presente en el 4% (n=2) (Fotografia13). El gen de adh esion icaA en 98%
(n=49) (Fotografia 14 ). F inalmente otros factores d e v irulencia p resentaron | os s iguientes
valores: chp con 60% (n=30) (Fotografia 15), v8 con 100% (n=50) (Fotografia 16) y arcA con
72% (n=36) (Fotografia 17).

Cuadro 8. Porcentaje de los genes que codifican toxinas en las cepas de S. aureus aisladas de

pacientes con infeccién periodontal.
Enterotoxinas

Gen No. %
sea 5 10
seb 0 0
sec 0 0
sed 2 4
see 14 28
seg 46 92
seh 0 0
sei 30 60
sej 0 0

Toxinas exfoliativas

eta 10 20

etb 0 0
Toxina del shock toxico

tst 2 4
Adhesion
icaA 49 98

Otros factores de virulencia

chp 30 60

v8 50 100

arcA 36 72
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sed 830 pb
eta 676 pb
see 532 pb

tst 306 pb
sea 252 pb

sei 220 pb

seqg 117 pb

Fotografia 13. Deteccion por PCR de genes de toxinas en cepas de S. aureus aisladas de pacientes con
infeccion periodontal. Carril 1, see (amplicdn de 532 pb); Carril 2, eta (amplicon de 676 pb);
Carril 3, sea (amplicon de 252 pb); Carril 4, sei (amplicén de 220 pb); Carril 5, MWM (100pb);
Carril 6, sed (amplicon de830 pb); Carril 7, control negativo (S.epidermidis 12228 ica-); Carril 8,
control positivo (cepa de S. aureus portadora del gen tst (amplicén de 306 pb).

936 pb

Fotografia 14. Deteccion por PCR convencional del gen icaA en S. aureus. Carriles 1-4 y 6, icaA
(amplicon de 936 pb) en cepas de S. aureus aisladas de pacientes con infeccion
periodontal; Carril 5, MWM (100pb); Carril 7, control negativo (S.epidermidis 12228 ica-);
Carril 8, control positivo (cepa de S. aureus portadora del gen icaA).
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Fotografia 15. Deteccion por PCR convencional del gen chp en S. aureus. Carriles 1-4 y 6, chp
(amplicon de 479 pb) en cepas de S. aureus aisladas de pacientes con infeccion
periodontal; Carril 5, MWM (100pb); Carril 7, control negativo (S.epidermidis 12228 ica-);
Carril 8, control positivo (cepa de S. aureus portadora del gen chp).

529 pb

Fotografia 16. Deteccion por PCR convencional del gen v8 en S. aureus. Carriles 1-4 y 6, v8
(amplicon de 529 pb) en cepas de S. aureus aisladas de pacientes con infeccién
periodontal; Carril 5, MWM (100pb); Carril 7, control negativo (S.epidermidis 12228 ica-);
Carril 8, control positivo (cepa de S. aureus portadora del gen v8).
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6.5 Deteccién del gen mecA
De las 50 cepas provenientes d e infeccion periodontal i dentificadas como S. aureus, el

100% presentd el gen de la resistencia a la meticilina mecA (Fotografia 18).
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6.6 Resistencia a los antibiéticos
El 100% (n=50) de las cepas de S. aureus mostro resistencia a la dicloxacilina, seguido
de penicilina con el 90% (n=45), g entamicina con el 88% (n=44), eritromicina con el 86%
(n=43), ampicilina y cefotaxima con el 84% (n=42), en cada caso, trimetroprim-sulfametoxazol
y tetraciclina con 72% (n=36) en cada caso, y pefloxacina 70% (n=35). El antibidtico al que
un menor porcentaje de las cepas fue resistente fue la cefalotina con el 36% (n=18), seguido
por cefuroxima 44% (n= 22) y ceftazidima 60% (n=30).
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4 I
Resistencia a los antibioticos
120
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80
X 60
40
20 ]
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CF E AM SXT CTX CXM PEF PE CAZ TE GE DC
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Figura 4. Resistencia de las cepas de S. aureus provenientes de infeccion periodontal a los distintos antibidticos. CF= Cefalotina,
E= Eritromicina, AM= Ampicilina, SXT= Trimetroprim-Sulfametoxasol, CTX= Cefotaxima, CXM= Cefuroxima,

PEF= Pefloxacina, PE= Penicilina, CAZ= Ceftazidima, TE= Tetraciclina, GE= Gentamicina, DC= Dicloxacilina
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6.7 Diferentes patrones de asociacion de los genes de virulencia en
las cepas de S. aureus

En este estudio se encontraron 24 combinaciones diferentes de los genes que codifican
toxinas en as ociacion c on mecA enlas50c epasde S. aureus (Cuadro 9). El pa trén
identificado con mayor frecuencia fue el No. 1 conformado por lo genes spa, coa, seg, sei,
icaA, chp, v8 y mecA con un 16% (n=8), seguido por el patrén No. 2 (spa, coa, seqg, sei, icaA,
chp, arcA, v8, mecA) con el 12% (n=6), los patrones No. 3 (spa, coa, seg, Sei, eta, icaA, chp,
arcA, v8, mecA) y No. 4 (spa, coa see, seg, sei, icaA, arcA, v8, mecA) fueron identificados en
el 8% (n=4), en cada caso. Los patrones No. 5 y No. 6 se identificaron en el 6% (n=3). Los
patrones No. 7,8, 9 y 10 s e identificaron en un 4% (n=2), en cada caso. Finalmente se

encontraron 14 patrones diferentes (11-24) con una cepa en cada caso.

Cuadro 9. Diferentes patrones de asociacion de los genes de virulencia'y mecA en las cepas de S.

aureus aisladas de pacientes con infeccion periodontal.

No. de Periodontitis
patron Patrén de asociacion de marcadores de virulencia y mecA (n=50)
No. %
1 spa, coa, seg, sei, icaA, chp, v8, mecA 8 16%
2 spa, coa, seg, sei, icaA, chp, arcA, v8, mecA 6 12%
3 spa, coa, seg, sei, eta, icah, chp, arcA, v8, mecA 4 8%
4 spa, coa see, seg, sei, icaA, arcA, v8, mecA 4 8%
5 spa, coaq, seg, icah, v8, mecA 3 6%
6 spa, coa, seg, icahA, arcA, v8, mecA 3 6%
7 spa, coa, seaq, see, seg, eta, icaA, arcA, v8, mecA 2 4%
8 spa, coa, icaA, chp, arcA, v8, mecA 2 4%
9 spa, coa, see, seg, sei, icaA, chp, arcA, v8, mecA 2 4%
10 spa, coa, seg, icaA, chp, arcA, v8, mecA 2 4%
11-24 | Otras combinaciones 14 28%
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7. DISCUSION

7.1 Pacientes estudiados

En este trabajo s e analizaron 268 m uestras de pacientes diagnosticados c on i nfeccion
periodontal, de es tos, el 5. 5% ( n=15) pr esentd g ingivitis, el 60. 5% ( n=162) pa decia
periodontitis cronica moderada y el 34% (n= 91) presento periodontitis cronica grave. Desde la
década de los 50's, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) se intereso6 por primera vez en
la evaluacién de la enfermedad periodontal ya que en ese tiempo la caries no era un problema
de salud importante, en ese momento |lo frecuente era clasificar la salud periodontal como
buena, regular, o mala; dichos criterios subjetivos no permitian tener resultados comparables,
por o que fue necesario establecer indices periodontales (Rusell, 1956; Rojo et al., 2011).
Cabe destacar que la periodontitis cronica es la forma mas comun de enfermedad periodontal
destructiva y af ecta par te i mportante de | a pobl acion que rebasa los 35 afios de eda d
(Cordero, 2007).

De los 268 pacientes estudiados, 58% (n=155) fueron mujeresy 42% (n=113) hombres
(Figura 1). Estos resultados concuerdan con lo descrito por Baenay colaboradores (2004)
quienes realizaron un estudio en la cavidad oral de pacientes infectados y encontraron que el
59% fueron mujeres. Sin embargo Russel (1957) encontré que el estado de salud periodontal
fue mejor en las mujeres que en los varones. Mas tarde Waerhaug (1967) encontré mayor
severidad de enfermedad periodontal en las mujeres que en los varones en un pais en vias

de desarrollo.

La edad de los pacientes estudiados en este trabajo oscilé en el rango de 12 a 86 afios;
sin embargo el grupo de edad mas frecuente fue el de 51-60 afios (Figura 2). La prevalencia y
severidad de |a pérdida 6sea aumenta con el incremento de la edad y se ha descrito que en
algunas poblaciones todos sus miembros muestran cierta evidencia de pérdida 6sea cuando
alcanzan una edad intermedia (Burt, 1994). Estos hallazgos coinciden con lo reportado p or
Rojo y colaboradores (2011), quienes encontraron que existe una correlacion positiva entre la

severidad de la periodontitis y el incremento de la edad.
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7.2 Identificacion de microorganismos asociados a enfermedad
periodontal.

Los microorganismos mas f recuentes identificados en | as muestras de las i nfecciones
periodontales fueron las bacterias Gram positivas con un 59.3% (Staphylococcus spp.y S.
aureus); la frecuencia de las bacterias Gram negativas fue 18.1% (Escherichia coli y Klebsiella
spp.), mientras que el 22.6% correspondio al hongo (Candida albicans) (Figura 3). La elevada
frecuencia de bacterias Gram positivas coincide con lo descrito por Sunde y colaboradores en
el 2002, quienes investigaron la microbiota periapical de 36 di entes con periodontitis apical
refractaria, donde las especies Gram positivas, entre ellas S. aureus, fue identificada en el
79.5% de las muestras. Es importante destacar que la placa dentobacteriana se conforma por
bacterias ¢ olonizadoras pr imarias, c omo especies d e Actinomyces y Streptococcus, y
bacterias periodontopatdégenas; las primeras cumplen un papel de equilibrio, al representar la
mayor proporcion en la placa dentobacteriana ademas de jugar un papel periodontobenéfico,
yaq uer epresentanel es labén puente del ases peciesc olonizadorasy las
periodontopatdgenas, las cuales evitan el aumento en proporcidén de las bacterias patogenas,
mientras que las patégenas son las principales causantes de periodontitis (Figueroa, 2008).
Souto y colaboradores (2006) analizaron 600 cepas provenientes de 3 distintos origenes: 200
cepas de s itios c on enfermedad per iodontal, 20 0 de s itios s anos de | os pacientes con
enfermedad per iodontal y 200 de pac ientes con enc ias sanas. Los resultados de e stos
autores mostraron que S. aureus, E. coli, Klebsiella pneumoniae y otras bacterias patégenas
“no orales” (Pseudomonas aeruginosa, Corynebacterium diphtheriae y Enterococcus faecalis)
fueron identificadas en los sitios con enfermedad periodontal. Otros autores han aislado a S.
aureus y C. albicans, entre otros microorganismos, de pacientes con enfermedad periodontal
y en pacientes portadores de pr 6tesis con o s in estomatitis protética atrofica ( Smith et al.,
2001; Sunde et al., 2002; Baena et al., 2004).
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7.3 Identificacion de S. aureus
S. aureus fue i dentificado p or P CR ¢ onvencional mediante | a amplificacion de | os
marcadores cromosomicos spa, rRNA, coa y nuc (Fotografias 9-12). De los 268 pacientes

con enfermedad periodontal, S. aureus se identificd en el 18.8% (n=50).

La deteccion de secuencias especificas de genes cromosdmicos ayuda en la identificacion
de especies bacterianas. Nashev y colaboradores (2004) emplearon para la identificacion de
S. aureus los genes polimorficos spa (region X) y coa, asi como la amplificacion de p artes
especificas de los genes nuc y 23S rRNA en 44 cepas provenientes de narinas. Frénay y
colaboradores (1996) analizaron la regién X del gen spa para la tipificacion epidemiologica de
las cepas de MRSA. Brakstad y colaboradores (1992) emplearon la PCR para la amplificacion
del gen nuc, concluyendo que puede ser potencialmente utilizado para el diagndstico rapido
de i nfecciones por S. aureus mediante | a prueba di recta en muestras c linicas, i ncluidas
muestras de pacientes con terapia antimicrobiana en curso. Hookey y colaboradores (1998)
desarrollaron un procedimiento basado en la amplificacion mejorada por PCR del gen de la
coagulasa ( coa), asi como en el analisis de p olimorfismo de | ongitud d e fragmentos de
restriccion (RFLP) en 85 cepas M RSAy encontraron di ez p atrones di stintos de R FLP.
También se des arroll6 un método de PCR para la deteccidn de S. aureus mediante la
deteccion del gen 23S rRNA (Straub et al., 1999).

El porcentaje de cepas aisladas de pacientes con enfermedad periodontal en este estudio
(18%) es bajo comparado con el reportado por Kim y Lee (2015), quienes aislaron cepas de S.
aureus en el 36.6% de muestras de |a cavidad oral de pacientes con periodontitis. Por otro
lado Toshkova y colaboradores (2001) identificaron 31 cepas de S. aureus aisladas de las
fosas nasales anteriores de pacientes con infecciones cutaneas. La identidad de ambas cepas
de cada par fue confirmada mediante la determinacion del tamafio y el numero de repeticiones
de la region X del gen spa y mediante la determinacion de polimorfismos génicos del gen coa,
lo que demuestra la gran importancia de la permanencia nasal de S. aureus en el desarrollo

infecciones de la piel humana.
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7.4 Identificacion de genes que codifican enterotoxinas
En este estudio se detectaron genes que codifican toxinas y otros factores de virulencia en
cepas de S. aureus aisladas de infecciones periodontales, los cuales no han sido reportados

con anterioridad por otros autores.

S. aureus es un patogeno versatil con diferentes factores de virulencia capaz de causar
una amplia gama de enfermedades humanas, tanto sus productos estructurales como los que

secreta desempenan un papel en la patogénesis de la infeccion (Gordon & Lowy, 2008).

Las en terotoxinas e stafilocdcicas (SEA-SEJ)s onr esponsablesdel ai ntoxicacion
alimentaria por S. aureus (Balaban & Rasooly, 2000). En este estudio los genes identificados
con mayor frecuencia en las cepas fueron: seg con el 92% (n=46), sei con el 60% (n=30),
seguido por see con 28% (n=14), sea 10% (n=5) y finalmente sed 4% (n=4) (Fotografia 13).

Los genes seb, sec, seh y sej no se detectaron en este estudio (Cuadro 8).

Es importante mencionar que la frecuencia de los genes de enterotoxinas es muy variable;
Corredor y colaboradores (2011) realizaron un estudio con 100 cepas de S. aureus aisladas
de pacientes clinicos para determinar la prevalencia de los genes de toxinas que actuan como
superantigenos. Ellos reportaron elevada frecuencia de sec (17%), seb (11%) y sea (10%),
ademas de que el grupo de | as enterotoxinas se presentdé en un 44% del total de las cepas.
Por otra parte Manfredi y colaboradores (2010) identificaron genes de enterotoxinas clasicas
(sea-see) en cepas de S. aureus asociadas a i ntoxicaciones al imentarias provenientes de
diferentes provincias de A rgentina; encontraron el coco en el 53% de las cepas; asimismo
encontraron baja frecuencia de los genes sea, sed y see. Los resultados de estos autores
coinciden con la baj a f recuencia de é stos encontrada en es te trabajo, mientras quel a
frecuencia de g enes de enterotoxinas fue mayor, conun 92%. Previamente C ampbell y
colaboradores (2008) reportaron elevada frecuencia de los genes sea-sej, en 56 cepas de S.
aureus aisladas d e p acientes con infecciones en la piel, cabe d estacar que |os ge nes seb
(8%) y sec (13%) se identificaron en menor porcentaje.

Los g enes seg y sei detectados p or P CR m ultiplex f ueron | os q ue mostraron alta
frecuencia en este trabajo (92% y 60%). Otros autores han reportado alta frecuencia de estos
genes respecto a los otros genes de enterotoxinas (Jarraud et al., 2001; Becker et al., 2003).
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El analisis filogenético de genes de enterotoxinas indico que seg y sei derivan potencialmente
del grupo identificando como egc (Becker et al., 2003).

7.5 Identificacion de genes que codifican toxinas exfoliativas y la
toxina del sindrome del shock toxico

En el presente estudio la toxina exfoliativa ETA codificada por el gen eta se detectd en un
20% (n=10) de las cepas aisladas de enfermedad periodontal, el gen etb no fue identificado

en ninguna cepa Yy la toxina del sindrome del shock téxico (tst) se identificé en un 4% (n=2).

La toxina termoestable exfoliativa A esta codificada por un fago, mientras que la toxina B
est ermolabily es ta codificada por pl asmidos. Estast oxinas a ctuan des truyendo | os
desmosomas del estrato granuloso de la epidermis, sin producir citolisis o inflamacion; tienen
actividad de serinproteasa, lo que desencadena la exfoliacion. Las cepas productoras de una
0 ambas proteinas son responsables del sindrome de piel escaldada (Cervantes et al., 2014).
En este estudio se encontré un porcentaje bajo de cepas con los genes de estas toxinas.
Mehrotra et al.,, (2000), en un estudio realizado en 176 cepas de S. aureus aisladasde
narinas, encontraron un 2% de cepas positivas para eta y 6% de cepas positivas para tst. En
otro estudio se encontrd 20.3% del gen tsty 1.2% de los genes para toxinas exfoliativas Ay B
(Becker et al., 2003).

7.6 Identificacion de genes que codifican otros factores de
virulencia

La proteina s erinproteasa V 8 c odificada, por el gen v8, puede unirse e i nactivar | as
cadenas pesadas de todas las clases de inmunoglobulinas humanas modificando el fenotipo
de fibronectina de S. aureus (McGavin et al., 1997; Karlsson et al., 2001; Reed et al., 2001).
En este trabajo el gen v8 se identifico en el 100% (n=50) de las cepas (Cuadro 8, Fotografia
16). Este porcentaje es elevado comparado con el 67%, identificado en cepas de S. aureus
aisladas de diferentes infecciones por Arvidson (1973) quien describié que este gen es de
importancia para inactivar defensas del hospedero, contribuyendo de esta manera al dafio
tisular. Peacock y colaboradores (2002) identificaron por PCR al gen v8 en el 96% de las

cepas de S. aureus aisladas de pac ientes con enfermedades i nvasivas; por ot ro | ado,
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Campbell y colaboradores (2008) identificaron el gen v8 en el 75% de cepas de S. aureus
provenientes de pacientes con infecciones en la piel de americanos y en el 85% de africanos,
mientras que Caballero (2014) identificd el gen v8 en el 94.1% de cepas de S. aureus aisladas

de catéter y narinas de pacientes de dialisis peritoneal.

El gen arcA (Fotografia 17) fue el segundo que presenté mayor frecuencia, con un 72%
(Cuadro 8); este porcentaje es bajo comparado con lo reportado por Caballero en el 2014,
quien lo encuentra en el 100% de las cepas provenientes de narinas y catéter. El gen arcA
ayuda al crecimiento de la bacteria, a su supervivencia e i nhibe | a respuesta i nmune, en
medios de pH bajo a través de | a via de arginina deiminasa donde convierte la L-arginina a
diéxido de ¢ arbono, ATP y am oniaco, es as i c omo s obrevive | a bac teria en c ondiciones

anaerobias.

El gen chp (Figura 15) se identifico en el 60% de | as cepas (n=30) (Cuadro 8). E ste
porcentaje coincide con el descrito por De Hass y colaboradores (2004), quienes estudiaron
la actividad d e chp encélulas dela c avidad per itoneal de r atones, y enc ontraron q ue
aproximadamente el 60% de las cepas de S. aureus fue portadora de este gen, mientras que
otros autores han encontrado porcentajes del 91.1% en cepas aisladas de narinas y de catéter
(Caballero, 2014) y del 98% en cepas de S. aureus aisladas de pacientes con infecciones en
la piel (Campbell et al., 2008). Se ha descrito que chp participa en la evasion y destruccion de
defensas del hospedero, debido a que codifica una proteina inhibora de la quimiotaxis de los

neutréfilos (Postma et al., 2004).

7.7 Ildentificacién del operén ica que codifica para la biopelicula.

En este estudio el gen icaA (Fotografia 14) (Cuadro 8) se identifico en el 98% (n=49) de
las cepas. S. aureus esta relacionado con enfermedades infecciosas crénicas producidas por
la f ormacién de biopeliculas, lo cual permite en primerai nstancia la c olonizaciény
posteriormente g enera infecciones agudasi ncluyendo| ac ariesd entaly lain feccion
periodontal, entre otras (Betancourth et al., 2004). La formacion de la biopelicula protege a la
bacteria contra la actividad de los antibiéticos (Gudiol et al., 2009). Arciola y colaboradores
(2001) identificaron el gen icaA en el 61% (n=14) de cepas aisladas de infecciones asociadas

a catéter. Por otra parte Zmantar y colaboradores (2008) realizaron un estudio con 46 cepas
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de S. aureus aisladas de infecciones auriculares e identificaron adhesinas relacionadas con la
produccion d e biopelicula entre, ellas icaA, en el 78.2% de las cepas. Finalmente Morales
(2013) identificd el gen icaA en el 100% (n=97) de | as cepas de S. aureus provenientes de

pacientes con diferentes infecciones nosocomiales.

7.8 Deteccién del gen mecA en cepas de S. aureus

En este trabajo se encontré que todas las cepas de S. aureus (n=50) aisladas de las
infecciones periodontales fueron portadora del gen mecA. El gen mecA es el responsable de
la resistencia a | a meticilina en S. aureus, se encuentra localizado dentro del operéon mec y
forma parte del cassete cromosdmico es tafilocéccico (SCCmec); codifica para una proteina
alterada de uni 6na penicilina ( PBP2a) ( Castellano & P erozo, 201 0). Las c epas de
Staphylococcus se h an seleccionado ¢ omo resistentes at odas | as peni cilinasy o tros
betalactamicos, (Velazquez, 2005). La aparicién de cepas MRSA en la comunidad constituye

un serio problema de salud para la poblacién.

Las cepas MRSA tradicionalmente se han encontrado en las narinas (Cole et al., 2001;
Kluytmans & Wertheim, 2005); sin em bargo, estudios r ecientes han demostrado quel a
garganta es un sitio muy comun para la colonizacién, como lo demuestra un estudio realizado
en narinas y garganta de pacientes, encontrando que el 12.4% de los pacientes estudiados
fue exclusivamente portador de MRSA en la garganta (Mertz et al., 2009). Por otro lado, se
han encontrado porcentajes por arriba del 50% de cepas MRSA en la garganta (Nilsson y
Ripa et al., 2006; Partida et al., 2010), o hasta del 100% en cepas aisladas de narinas en
pacientes de hemodialisis (Padilla et al., 2014).

Resulta importante el estudio de patdgenos dentro de la microbiota normal y transitoria de
la boca, asi como la capacidad de las bacterias orales para adquirir genes de resistencia a
antibidticos a través de los diferentes mecanismos de transferencia genética (Carmona, 2004;
Wilson, 2007). Los estudios de cepas MRSA en c avidad oral y en par ticular en enfermedad
periodontal son escasos, por lo que nuestro trabajo aporta informacidn sobre la importancia de
cepas MRSA enla cavidad oral, ya que pueden llegar a des encadenar brotes e pidémicos
(Corne et al, 2005).
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7.9 Resistencia a los antibiéticos
EI100% delas c epas de S. aureus fue resistente a la dicloxacilina (Figura4).La
dicloxacilina es un a ntibidtico p erteneciente a | os 3-lactamicos que inhibe la sintesis de la
pared celular bacteriana. Este porcentaje discrepa de lo descrito por Cornejo en el 2006, quien
encontré que todas las cepas de S. aureus aisladas de f osas nasales fueron sensibles a la

dicloxacilina, mientras que el 100% presento resistencia a la penicilina.

Colin y Morales (2009) realizaron un estudio en el que analizaron la efectividad de distintos
antimicrobianos contra S. aureus presentes ena bscesos pe riapicales. Estos autores
encontraron que el 6% de las cepas fue resistente a la cefalotina, mientras que el 97% fue
resistente a los nitrofuranos. Aqui se describié q ue el 36% delascepas d e S. aureus
aisladas d e i nfecciones per iodontales fue resistente ala c efalotina (Figura4). Kimy L ee
(2015) determinaron la resistencia de cepas ai sladas de e nfermedad p eriodontal al os
antimicrobianos. E llos r eportaron mayor f recuencia de ¢ epas r esistentes a a mpicilina 'y
penicilina (88% en ambos casos); y los antibidticos a los hubo menos cepas resistentes fueron
tetraciclina (7%) y gentamicina (5%).

La presenciadelgen mecA le confierea S. aureus resistencia abs oluta c ontra | as
penicilinas s emisintéticas (meticilinay o xacilina) y c efalosporinas de pr imeray s egunda
generacion, q ue se utilizan frecuentemente para c ombatir | as i nfecciones por S. aureus.
Ademas también | es c onfiere resistencia a la m ayoria de los [B-lactamicos, i ncluyendo
cefalosporinas de tercera, y cuarta generacion y a los carbapenems (imipenem, meropenem).
La r esistencia c onferida por mecA se extiende a otras familias an tibidticas c omo | as
quinolonas y lincosamidas, |o que limita grandemente tratamiento terapéutico (Echevarria &
Iglesias, 2003).

En los ultimos decenios los antibidticos comunmente prescritos para tratar los abscesos
dentales agudos s on am oxicilina, peni cilina, metronidazol y er itromicina. S in embargo, S.
aureus se ha seleccionado como resistente a estos antibidticos (excepto el metronidazol)
(Colin, 2009; Lewis et al., 1995).

El incremento de cepas MRSA que ocasionan diferentes tipos de infecciones, incluyendo

las periodontales, se ha convertido en un serio problema de salud mundial. Las cepas de S.
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aureus portadoras de mecA pueden diseminarse facilmente y ocasionar infecciones agudas
entre | a c omunidad, debido al a el evada r esistenciaa la mayoria de los antibidticos [3-

lactamicos, incluyendo cefalosporinas y carbapenem (Melzer et al., 2003).

7.10 Patrones de asociacién de los genes de virulencia y de mecA en
las cepas de S. aureus aisladas de infeccion periodontal

Se ob tuvieron 24 ¢ ombinaciones di ferentes de | os g enes q ue c odifican factores de
virulencia en asociacion con mecA en las 50 cepas de S. aureus (Cuadro 9). Los resultados
mostraron q ue | a mayoria de | os patrones s e enc ontraron as ociados con | 0s g enes spa,
responsable de la adhesién a fibrindgeno, el gen coa, que es capaz de c oagular el plasma
humano, v arias enterotoxinas, p ero sobre todo el gen icaA asociado a la formacion de la
biopelicula, | 0 q ue permitiria que | as cepas de S. aureus pudieran oc asionar i nfecciones
periodontales crénicas y /o ag udas, debido a q ue | a bi opelicula protegeria a | as bac terias
contra la respuesta inmune del hospedero. Por otro lado es sorprendente encontrar que todas
las cepas de S. aureus fueron portadoras del gen mecA (MRSA), situacion que complicaria el
tratamiento médico, debido a la resistencia a los antibidtcos (B-lactamicos. Aunado a es tos
genes, la presencia del gen serinproteasa v8 en todas las cepas favorece la colonizacion por
medio de la inactivacion de defensas del hospedero, contribuyendo de esta manera al dafio
tisular. La elevada asociacion de los marcadores de virulencia y de fenotipos de resistencia a
los antibioticos demuestra la capacidad de las cepas para diseminarse y ocasionar otro tipo de

infecciones, sobre todo en pacientes diabéticos o inmunodeprimidos.

También es importante mencionar que la mayoria de las cepas de S. aureus analizadas
fue portadora simultanéamente de los genes seg y sei (Cuadro 9), lo cual coincide con lo
descrito por otros autores (Jarraud et al., 2001; Mempel et al., 2003). Los genes seg Yy sei
derivan potencialmente del grupo identificando como egc (Jarraud et al., 2001; Mempel et al.,
2003). Sauery colaboradores (2008) detectaron a los genes seg y sei en 51 de 100 cepas
MRSA ai sladas de p acientes hos pitalizados en un hos pital uni versitario de | a R epublica
Checa. Otros autores han reportado la asociacién de los genes etb, seb, sec, seh y sej en
cepas de S. aureus provenientes de origen nasal (Mehrotra et al., 2000; Becker et al., 2003).
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8. CONCLUSIONES

En este estudio se encontré que los microorganismos S. aureus, Candida albicans,
Escherichia coli y Klebsiella spp. se e ncontraron as ociados al as lesiones

periodontales de los pacientes estudiados.

Las c epasde S. aureus aisladas m ostraron resistencia a la mayoriadel os

antimicrobianos probados.

Todas las cepas de S. aureus fueron portadoras del gen mecA que codifica para la

resistencia a los antibiéticos B-lactamicos.

La el evada frecuencia de asociacion de |l os distintos genotipos de v irulencia
involucrados en | a adhesion ¢ elular, produccion d et oxinas e i nhibicibnd el a
respuestai nmunee n las cepasde S. aureus estudiadas, aunada al a
multirresistencia de | as cepas a los antibidticos, demuestra |a capacidad de éstas
para provocar infecciones agudas o crénicas en los pacientes estudiados.
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